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RESUMO - A Mancha de Mycosphaerella € uma das principais doengas foliares da cultura do morangueiro, podendo ocupar
grandes proporcdes de area foliar e desta maneira reduzindo a éarea fotossintetizante. Seu controle se dé principalmente pelo
uso de fungicidas quimicos, porém, devido a crescente demanda por alimentos livres do uso de agrotoxicos, é que se tem
pesquisado métodos alternativos de controle, como o controle bioldgico de doencas. Este trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito do tratamento de plantas de morangueiro com os agentes de controle bioloégico Bacillus cereus, Saccharomyces
boulardii e Saccharomyces cerevisiae, sobre a severidade de Mycosphaerella fragariae, a produtividade das plantas tratadas e
a atividade das enzimas B-1,3 glucanases, peroxidases e quitinases. Observou-se que aplicacBes de S. cerevisiae e B. cereus
tiveram resultados semelhantes ao fungicida para controle da doenga; porém, mesmo controlando o desenvolvimento da
doenca, isto ndo significou acréscimo na produtividade; e os diferentes agentes de controle utilizados ndo causaram alteracdes
nos mecanismos de defesa avaliados.

Palavras-chave: controle alternativo, Bacillus cereus, Saccharomyces boulardii, Saccharomyces cerevisiae.

Biological control of Mycosphaerella fragariae in strawberry culture

ABSTRACT - The Mycosphaerella spot is one of the main foliar diseases of strawberry, degrating great leaf regions and
reducing the photosynthetic area. Its control is mainly by the use of chemical fungicides, but, due the increasing demand for
food free of pesticide, alternative control methods have been researched, such as biological control. This work aimed to
evaluate the effect on strawberry plants, treated with the biological control agents Bacillus cereus, Saccharomyces boulardii
and Saccharomyces cerevisiae, in the severity of Mycosphaerella fragariae, productivity and in the activity of B-1.3
glucanases, peroxidases and chitinases enzymes. It was verified that S. cerevisiae and B. cereus treatments were similar to
fungicide for disease control. However, even reducing the severity of the disease, there was no increase in productivity, and the
different control agents do not cause changes in the evaluated defense mechanisms.
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INTRODUCAO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) é
uma planta frutifera pertencente & familia Rosaceae
(CRONQUIS, 1988), sendo esta uma hibrida resultante do
cruzamento natural das espécies de origem americanas F.
chiloensis, F. virginiana e F. ovalis, e da espécie de
origem européia Fragaria vesca (OLIVEIRA et al., 2006).

A producdo de morango se destaca pela alta
rentabilidade por area e pela sua demanda intensa de mao-
de-obra (OLIVEIRA; SIVITTARO, 2009). De um modo
geral, o morangueiro é cultivado em pequenas
propriedades, sendo de grande importancia para a fixacdo
do homem no campo e para a geracdo de renda e emprego
no meio rural (REICHERT; MADAIL, 2003).
Normalmente, seu cultivo se d4 em &reas de 0,5 a 1,0 ha,
gerando empregos para trés pessoas/ha/ano (RIGON et al.,
2005).

Para uma boa produtividade e qualidade de frutos
€ necessario haver um bom controle de pragas e doencas
na cultura, destacando-se este segundo como sendo de
grande importancia.

Dentre as doencas que ocorrem na cultura do
morangueiro a Macha de Mycosphaerella, ocasionada pelo
fungo Mycosphaerella fragariae, € a que se destaca,
devido a sua alta incidéncia e perdas de produtividade
ocasionadas (COSTA; VENTURA, 2006).

De acordo com Tanaka et al. (2005), a Mancha de
Micosferela (Mycosphaerella fragariae) é a doenca foliar
de ocorréncia mais generalizada, encontrada em quase
todas as regides onde se cultiva 0 morango. A redugdo na
area fotossintetizante provocada pelas manchas pode ser
responsavel por perdas da ordem de 10% a 100%,
dependendo da suscetibilidade da variedade e das
condicBes ambientais.

Sua prevencéo e controle podem ser realizados de
diversas maneiras, dentre essas, pelo uso de agentes de
controle biolégico. Este trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito do tratamento de plantas de morangueiro
com os agentes de controle biolégico Bacillus cereus,
Saccharomyces boulardii e Saccharomyces cerevisiae,
sobre a severidade de M. fragariae, a produtividade das
plantas tratadas e a atividade das enzimas (-1,3
glucanases, peroxidases e quitinases.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Estacéo
Experimental de Horticultura e Cultivo Protegido
“Professor Mario César Lopes’, pertencente a
Universidade Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE),
Campus Marechal Céndido Rondon, situado a latitude
24°33°29”S e longitude 54°02°44”0.

Utilizou-se a cultivar de morangueiro Camarosa,
sendo as mudas obtidas de cultivo localizado na Estacéo
Experimental Prof. Dr. Ant6nio Carlos dos Santos Pessoa,
estacdo esta pertencente a Universidade Estadual do Oeste
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do Parand, localizada no municipio de Marechal Candido
Rondon, situado a Ilatitude 24°31°59”S e longitude
54°01°18”0. O transplante das mudas foi realizado no dia
7 de maio de 2012.

Para a realizagdo do experimento foram utilizados
vasos plasticos de 8 L, contendo substrato obtido através
da mistura de solo, areia e matéria organica, na proporcéo
de 2:2:1 v:v:v (2 partes de solo: 2 parte de areia lavada de
granulometria fina: 1 de composto de himus de minhoca).

Os vasos ficaram sobre o solo e cobertos por tela
de sombreamento (35%) a uma altura de 0,6 m do solo.

O delineamento experimental foi em esquema
simples, em blocos casualizados, contendo cinco
tratamentos, com cinco parcelas e cada parcela com cinco
plantas.

Tratamentos

Os tratamentos utilizados foram: testemunha, a
qual ndo recebeu agente de controle; tratamento controle,
no qual se aplicou fungicida quimico tendo como principio
ativo Azoxistrobina + Ciproconazole; tratamento com
suspensdo de células de Saccharomyces cerevisiae;
tratamento com suspensdo de células de Saccharomyces
boulardii; e tratamento com suspensdo de células de
Bacillus cereus.

As leveduras S. cerevisiae e S. boulardii foram
obtidas a partir do fermento biolégico de panificacdo
Fleischmann® e do medicamento Floratil®
respectivamente, e foram colocadas para desenvolver-se
em meio de cultura liquido YEPG, contendo: 20 g de
extrato de levedura, 20 g de peptona e 10 g de glicose em 1
L de é&gua destilada. Deste meio 100 mL foram
transferidos para erlenmeyers de capacidade de 250 mL,
vedados e em seguida autoclavados a 121 °C e 1 atm por
20 min, apos este processo se deixou 0 meio esfriar e entdo
foram repicadas as leveduras que se desejava cultivar. Em
seguida os meios de cultivo foram levados a incubadora
com agitacdo orbital e mantidos em constante agitacdo a
100 rpm, por um periodo de sete dias. Apds este periodo,
os meios foram retirados da incubadora e em seguida
centrifugados a uma rotagdo de 2300 rpm por 5 min, entdo
0 sobrenadante foi descartado obtendo-se uma massa de
células, da qual foram retiradas as doses para 0s
tratamentos. Este processo de obtencdo de células de
leveduras era realizado sempre antes das aplicagbes, de
modo que a cada aplicacdo eram produzidas novas células
de leveduras.

A obtencéo de B. cereus também se deu através
de cultivos efetuados no Laboratdrio de Fitopatologia da
Universidade Estadual do Oeste do Parand. Esta bactéria
foi cultivada em placas de Petri contendo meio de cultivo
agar-nutriente, o qual foi composto por 20 g de &gar
bacteriol6gico, 5 g de extrato de carne e 3 g de peptona em
1 L de &gua destilada. Sendo esterilizados a 121 °C e 1 atm
por 20 min. Apos vertido 0 meio em placas de petri,
células de B. cereus foram transferidas para as placas com
auxilio de uma alca de platina em camara de fluxo laminar
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e mantidas em temperatura ambiente por 48 h. A
suspensdo de células foi preparada a partir da lavagem das
placas com &gua destilada, calibrando-se a mesma com
auxilio de espectrofotdmetro para um volume de 10 UFC
(unidades formadoras de colbnias), calculada com base em
curva de concentracdo bacteriana previamente preparada
para calibracao.

As aplicacbes dos tratamentos foram realizadas
por pulverizagbes manuais realizadas via aérea sob as
plantas cultivadas, estas aplica¢des foram iniciadas em 10
de julho de 2012 e a partir desta data foram repetidas de
forma quinzenal até o fim da frutificacdo a qual ocorre em
15 de janeiro de 2013.

As doses empregadas para cada tratamento foram:
para o tratamento controle 80 mg L™ i.a. Azoxistrobina +
32 mg L™ ia. Ciproconazole; para S. cerevisiae e S.
boulardii foram utilizadas 2 g L™; e para o B. cereus a
dose empregada foi de suspensdo de células a 10° UFC
mL™, sendo aplicado volume de calda de 10 mL planta™.

O patoégeno, M. fragariae, fungo causador da
Mancha de Micosferela ocorreu através da infecgdo
natural.

AvaliacGes

No decorrer do experimento foram realizadas
cinco avaliagdes, sendo a primeira delas no més de maio
de 2012 (0 dias apds o transplante (0 DAT)), a segunda no
més de julho de 2012 (72 DAT), a terceira no més de
setembro de 2012 (123 DAT), a quarta no més de
novembro de 2012 (184 DAT) e a ultima no més de
Janeiro de 2013 (263 DAT).

Dentre das andlises de severidade de doenca
foram avaliadas a &rea foliar lesionada e a éarea abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD).

A é&rea foliar lesionada foi determinada com o
auxilio do programa Bricscad™, para isto os foliolos
foram dispostos sobre uma bancada e cobertos com uma
placa de vidro de modo que todos os foliolos ficassem
expostos e abertos, na placa de vidro foi marcada uma
linha reta com 5 cm de extensdo, fotografou-se com
camera fotografica digital. As imagens foram processadas
no sistema computacional Bricscad™, determinando-se a
area foliar total, ap6s finalizar o processo de avaliacdo de
area foliar, marcaram-se as lesdes foliares nas imagens e
em seguida determinando-se a area marcada.

A érea abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) foi determinada através da metodologia
proposta por Shaner e Finney (1977), para tanto, os dados
foram transformados de area lesionada para porcentagem
de érea lesionada caracterizando assim severidade.

Dentre das andlises bioquimicas foram avaliadas
as variaveis proteinas totais, quitinases, B-1,3 glucanases e
peroxidases.

Para a realizacdo destas avaliac@es, inicialmente
foi necessario que em cada avaliagdo se coletasse um
foliolo de cada planta dos diferentes tratamentos. Apos a
coleta dos foliolos, estes eram transportados
imediatamente para o Laboratério de Fitopatologia onde
foram pesados, embalados, identificados e congelados a
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temperatura de -20 °C, posteriormente, destes foliolos
foram obtidos os extratos protéicos.

Na obtencdo dos extratos protéicos, as amostras
de foliolos congelados foram  homogeneizadas
mecanicamente em 7 mL de tampédo fosfato de sodio 0,01
M (pH 6,0), com o auxilio de almofariz de porcelana
previamente resfriada. O homogenato foi centrifugado a
20.000 g durante 20 min a 4 °C, sendo que o sobrenadante
obtido foi considerado como extrato enzimatico. Este
extrato enzimatico foi congelado a -20 °C e posteriormente
utilizado para a determinagdo de proteinas, atividade de
quitinases, PB-1,3 glucanases e peroxidases, sendo que
sempre antes destas avaliagcbes o extrato protéico era
descongelado em caixa de isopor contendo gelo (KUHN,
2007).

O teor de proteinas totais foi determinado pelo
método de Bradford (1976), sendo que para cada amostra
se utilizou 600 pL de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0), 200
pL de preparado enzimatico e 200 pL de reagente
Bradford (250 mg de corante Coomassine Brillant Blue G-
250, 125 mL de etanol, 125 mL de &cido fosférico (HsPO,)
e 125 mL de &gua destilada). O reagente Bradford foi
adicionado sob agitacdo e posteriormente as amostras
foram incubadas por 5 min, entdo se efetuou a leitura em
espectrofotdmetro a 595 nm. Cada amostra foi composta
por trés réplicas. Na prova em branco se utilizou 800 pL
de tampdo fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 200 uL de reagente
Bradford, sendo esta amostra em branco utilizada para a
calibragdo do espectrofotdbmetro A absorbéncia foi plotada
em curva padrdo para proteina (y = 0,0299x + 0,0596,
onde y € a absorbancia a 595 nm e x a concentracdo de
proteina (ug)).

A avaliagdo da atividade de quitinases foi
realizada conforme a metodologia descrita por Wirth e
Wolf (1990), na qual ocorre a liberacdo de fragmentos
sollveis de quitina carboximetilada marcada com remazol
brilhante violeta (CM-Chitin-RBV). Para tanto, 100 pL do
extrato protéico foram adicionados a 700 pyL do tampéo
fosfato de sddio 0,01 M (pH 6,0) e 200 uL de CM-
chitinRBV. Entdo estas amostras foram incubadas em
banho-maria a 40 °C por 20 min, apds a incubagdo a
reacdo foi paralisada com a adicdo de 200 pL de solugéo
de HCI 1 M, seguida de resfriamento em gelo por 10 min e
centrifugacdo a 9.500g por 6 min. Para o controle foram
utilizados 800 L de tampéo fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 200
pL de CM-chitinRBV. O tampéo consistiu na utilizacdo de
1 mL de tampdo fosfato 0,01 M (pH 6,0). O sobrenadante
foi transferido para cubeta de vidro para determinar a
absorbancia em espectrofotdmetro a 550 nm. Os resultados
foram obtidos descontando-se os valore de absorbancia do
controle dos valores de absorbancia das amostras, sendo 0s
valores expressos em Unidade de Enzima por minuto por
grama de proteina. Foi considerado uma unidade de
enzima a variacao na absorbancia em 0,001.

A determinacdo de B-1,3 glucanases foi realizada
conforme a metodologia utilizada por Kuhn (2007), Para
tanto as amostras foram preparadas com 100 pL de extrato
enzimético, 50 pL de tampdo fosfato 0,01 M (pH 6,0) e
150 pL de laminarina. O controle foi composto por 100 pL
de extrato enzimético e 50 uL de tampéo fosfato 0,01 M
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(pH 6,0). A prova em branco foi constituida de 150 pL de
laminarina e de 150 pL de tampédo fosfato 0,01 M (pH
6,0). A laminarina foi utilizada na concentracdo de 2 mg
mL™ de &gua destilada. As solucBes (amostra, controle e
prova em branco) foram deixadas em banho-maria a 40 °C
por 1 h, em seguida adicionou-se 150 pL de laminarina no
controle, entdo as solugdes foram transferidas para tubos
de ensaio e adicionadas de 1,5 mL de PAHBAH (0,5 %),
entdo deixou-se os tubos de ensaio em banho-maria a 100
°C por 10 min, em seguida estes foram resfriados em gelo,
em seguida realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a
410 nm em cubetas de vidro, sendo o espectrofotdmetro
calibrado com a prova em branco, a atividade de B-1,3
glucanases constituiu na diferenca ente a absorbancia da
mistura contendo amostra e do controle, as quais foram
plotadas na curva padrdo para glicose (y = 0,002x +
0,0046, onde y é a absorbancia a 410 nm e X a
concentracdo de aclcares redutores (Ug)) e expressa em
equivalente pg de glicose por minuto por mg de proteina.

A determinacdo da atividade de peroxidase foi
realizada a 30 °C, através do método espectrofotométrico
direto (HAMMERSCHMIDT et al., 1982). A mistura da
solucédo foi composta de 2,8 mL de substrato para enzima e
0,2 mL de extrato enzimatico. O substrato para enzima foi
composto por 306 pL de perdxido de hidrogénio p.a., 12,5
mL de guaiacol 2 % e 87,5 mL de tampé&o fosfato 0,01 M
(pH 6,0). Em seguida foi efetuada a leitura em
espectrofotdmetro a 470 nm pelo periodo de 2 min, sendo
0s resultados expressos em unidade de enzima por minuto
por mg de proteina.

Dentre das analises de producgdo foram avaliadas
as varidveis de numero de frutos por planta, peso dos
frutos e produtividade total por planta.

A avaliacdo de numero de frutos por plantas
consistiu na contabilidade do total de frutos produzidos por
uma Unica planta ao longo do ciclo.
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Para avaliacdo do peso dos frutos, estes assim que
colhidos eram transportados ao Laboratério de
Fitopatologia da Universidade Estadual do Oeste do
Parand e pesados em balanca de precisdo, sendo os valores
expressos em gramas.

A produtividade total por planta se obteve através
da soma dos pesos de todos os frutos colhidos de uma
planta, expressando-se 0s valores em gramas planta™.

Para a realizagdo das andlises estatisticas
empregou-se 0 programa estatistico SISVAR versdo 5.3
(FERREIRA, 2011), sendo as médias comparadas pelo
teste de Tukey, em nivel de 5% de significancia.

RESULTADO E DISCUSSOES

Com relagdo as variaveis area foliar lesionada
(Tabela 1) e AACPD (Figura 1), pode-se observar que os
tratamentos com S. cerevisiae e B. cereus foram
semelhantes ao tratamento controle, sendo estes,
superiores a testemunha, e com efeito de controle da
Mancha de Micosferela. J& o tratamento com S. boulardii
ndo se diferenciou estatisticamente, nem da testemunha e
nem dos demais tratamentos aplicados.

Para a proporcdo da area foliar das plantas de
morangueiro lesionadas por M. fragariae, tratadas com
diferentes agentes de controle biolégico (Tabela 1), pode-
se observar que ao final do ciclo da cultura, 263 DAT, o0s
tratamentos S. cerevisiae, B. cereus, controle e S. boulardii
apresentaram reducdo da severidade dos sintomas de
53,05%, 49,59%, 49,71% e 33,16% respectivamente,
quando comparados com a testemunha, sendo que para 0s
trés primeiros a reducéo foi significativa.

TABELA 1. Propor¢do de &rea foliar (%) de plantas de morangueiro lesionadas por Mycosphaerella
fragariae, submetidas a diferentes agentes de controle bioldgico, em diferentes periodos de avaliagéo.

Marechal Candido Rondon, 2012-2013.

Avaliacdes — Area foliar lesionada (%)

Tratamentos 0 DAT? 72 DAT 123 DAT 184 DAT 263 DAT
Testemunha 0 a? 0,054 a 0,440 a 1,890 b 13,584 b
Controle 3 0 a 0,046 a 0,424 a 1,016 a 6,832 a
S. cerevisiae 0 a 0,046 a 0,308 a 1,114 a 6,378 a
S. boulardii 0 a 0,030 a 0,444 a 1,452 ab 9,080 ab
B. cereus 0 a 0,050 a 0,402 a 0,938 a 6,848 a
CV (%) 0 85,93 32,47 28,55 40,21
Meédia geral 0 0,045 0,404 1,282 8,544

Nota: 1DAT: Dias Apds o Transplante; 2Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade; 380 mg L™ i.a. Azoxistrobina + 32 mg L™ i.a. Ciproconazole. Observagdo: inicio da aplicacdo dos tratamentos: 64

DAT.

Na avaliagdo da é&rea abaixo da curva de
progresso da doenga (AACPD), representada na Figura 1,
pode-se observar que, os resultados obtidos vem de
encontro as observagdes de area foliar lesionada, sendo
gue os tratamentos que receberam aplicacbes de S.
cerevisiae e de B. cereus, obtiveram &rea abaixo da curva
semelhante a apresentada pelo tratamento controle e

reducdo desta em 49,76%, 48,07% e 47,24%
respectivamente, quando comparadas com a testemunha,
demonstrando assim efeito positivo no controle de M.
fragariae com o uso destes dois microrganismos. Ja o
tratamento com aplicacbes de S. boulardii apresentou
reducdo de 30,10% em relagdo a testemunha, ndo se
diferenciando dos demais tratamentos.
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Gouvea et al. (2009), também trabalhando com a
cultura do morangueiro, observaram que aplicagdo de S.
cerevisiae ndo resultou no controle da Mancha de
Micosferela, porém, para a Mancha de Dendrofoma
(Dendrophoma obscurans) as aplicagdes de S. cerevisiae
se mostraram eficientes no controle, reduzindo em 31,08%
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= 400
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a AACPD da incidéncia. Desta maneira pode-se analisar
que os efeitos causados pela aplicacdo de S. cerevisiae
sobre a cultura do morangueiro variam em funcdo do
patégeno atuante e das condicBes de temperatura e
umidade para o desenvolvimento tanto dos patégenos
quanto dos agentes de controle empregados.

696,84 b

HT. Controle*

W S. cerevisiae

361,86 a
| S. boulardii

B. cereus

B Testemunha

TRATAMENTOS

FIGURA 1 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da Mancha de Micosferela em plantas
de morangueiro, tratadas com diferentes agentes de controle bioldgico. Marechal Candido Rondon, 2012-
2013. *80 mg L i.a. Azoxistrobina + 32 mg L™ i.a. Ciproconazole.

A levedura S. cerevisiae vem sendo estudada
como agente de controle bioldgico em outros patosistemas,
Piccinin et al. (2005), em estudos conduzidos com a
aplicacdo desta levedura na cultura do sorgo, observaram
que plantas tratadas com esta levedura obtiveram reducéo
na severidade de Colletotrichum sublineolum, agente
causal da antracnose. Mello et al. (2011), pesquisando o
uso de leveduras para controle da podriddo-mole causada
por Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum em
couve-chinesa, observaram que a aplicacdo de S.
cerevisiae reduziu a AACPD desta doenca em 39,3% em
casa de vegetagdo em 15,7% a campo.

Ao se analisar os dados obtidos com o
desenvolvimento do experimento, com o0s relatos
encontrados na literatura, pode-se observar que S.
cerevisiae tem grande potencial no controle de patdégenos
de plantas, porém ainda deve se pesquisar mais a fundo as
doses que devem ser empregadas para determinados
patégenos e se estudar os ambientes e microclimas que
favorecem e os que desfavorecem o desenvolvimento desta
levedura.

Kuhn (2007) observou que plantas de feijoeiro
tratadas com B. cereus tiveram induzida a resisténcia
contra Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Além disto,
este autor também verificou que B. cereus teve efeito no
controle do mofo branco causado por Sclerotinia
sclerotiorum, apresentando um controle de 10,5% a
50,5%, dependendo do nimero de aplicacBes realizadas.
Silva et al. (2004) observaram em tomateiro induzido por
B. cereus, isolados de solo rizosférico, aumento da
resisténcia a patdégenos como Alternaria solani,
Corynespora cassiicola, Oidium lycopersici, Stemphylium
solani e Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Com

isso pode-se observar que B. cereus tem possibilidades de
controlar  determinados  patégenos em  diferentes
hospedeiros, além poder ser utilizado como indutor de
resisténcia de plantas contra pat6genos.

Com relagdo a S. boulardii ainda ha poucos
estudos sobre esta levedura no controle de doencas em
plantas. Os resultados obtidos com a conducdo desta
pesquisa nos mostram que esta levedura deve ser melhor
estudada para sua aplicacdo no controle bioldgico de
doencas em plantas, estudando-se doses a serem aplicadas,
possiveis patdgenos a serem controlados e ambiente que
favorece e desfavorece seu desenvolvimento no filoplano.

Para as variaveis proteinas totais, quitinases, p-1,3
glucanases e peroxidases (Figura 2), de morangueiros
tratados com diferentes agentes de controle bioldgico da
M. fragariae, observou-se que ndo houve alteracdes
significativas em nenhuma das avaliagBes e para nenhum
dos tratamentos aplicados.

Gouvea et al. (2009), pesquisando o controle de
doencas foliares e de flores em morangueiros tratados com
S. cerevisiae, observaram que a atividade de quitinase de
plantas tratadas ndo diferiu do tratamento testemunha, da
mesma maneira como se constatou nesta pesquisa, porém
para atividade de B-1,3 glucanases, 0s autores constataram
que, plantas tratadas com células de S. cerevisiae tem
atividade superior a testemunha 24 h apés a aplicacdo e
que, em 168 h ap6s a aplicacdo a testemunha apresenta
maior atividade de B-1,3 glucanases, mostrando assim,
uma grande variacdo na atividade desta enzima.

Outros autores, assim como Silva et al. (2004),
estudando a inducgdo de resisténcia sistémica em plantas de
tomate por rizobactérias, observaram que plantas
inoculadas a partir de sementes microbiolizadas obtiveram
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maior atividade das enzimas peroxidases. Bargabus et al.
(2003), pesquisando o sistema defensivo de beterraba
sacarina, observou que plantas tratadas com acibenzolar-S-
metilico e por B. mycoides vivas apresentaram maiores
atividades das enzimas peroxidases, B-glucanases e
quitinases quando comparadas com tratamentos que
receberam B. mycoides ndo vivas e com a testemunha que
recebeu apenas agua.

Desta maneira, pode-se observar que 0s
organismos aplicados como tratamentos no controle de M.
fragariae, nas condi¢Oes avaliadas, ndo causaram efeitos
nas atividades das enzimas avaliadas (Figura 2).
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Para as variaveis nimero de frutos por planta,
peso dos frutos e produtividade total por planta, iniciaram-
se suas avaliacBes a partir dos 123 DAT, ja que até entdo
as plantas ainda ndo haviam produzido frutos. Pode-se
observar que os tratamentos com 0s microrganismos
aplicados sobre as plantas de morangueiro ndo tiveram
alteraces sobre a producao de frutos.

Na Tabela 2 pode-se observar que os valores
médios de frutos produzidos por plantas de morangueiro
tratadas com diferentes agentes de controle bioldgico, ndo
apresentaram altera¢Oes significativas, para nenhum dos
tratamentos e em nenhuma das avaliagdes.

600
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400 -
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300 4
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100 + T T T r
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FIGURA 2 - Valores médios de proteinas totais (mg de proteina.g™ de tecido fresco); atividade de
quitinases (UE.min".mg™ de proteina); atividade de p-1,3 glucanases (ug equivalente de glicose.min*.mg™
de proteina); e de atividade de peroxidases (UE.min".mg™ de proteina), de plantas de morangueiro
submetidas a diferentes agentes para controle bioldégico de Mycosphaerella fragariae, em diferentes
periodos de avaliagdo. Marechal Candido Rondon, 2012-2013. 1Dias Ap6s Transplante. Observacao: inicio
da aplicacdo dos tratamentos: 64 DAT; UE: Unidade de Enzima = Unidade de Absorbéncia. Para atividade

de Peroxidases dados transformados por (X+0,5)°°.

Com relacdo a avaliagdo do peso médio de frutos
(Tabela 3), pode-se observar que, somente na segunda
avaliacdo, realizada aos 184 DAT foi observado que a
média obtida pelo tratamento controle foi superior aos
demais tratamentos, porém na terceira avaliagdo, aos 263
DAT, ndo ocorreram diferencas significativas entre o0s
tratamentos.

Para a avaliacdo de produtividade de frutos por
planta de morangueiro (Tabela 4), tratadas com diferentes
agentes de controle biol6gico, pode-se observar que nao
houve alteracbes significativas. Pode-se atribuir a nédo
ocorréncia de diferenca significativa ao alto coeficiente de
variacéo apresentado.

Os dados obtidos com a conducdo deste
experimento também nos mostram uma tendéncia de que

plantas tratadas com S. cerevisiae tendem a ser mais
produtivas, porém isto ndo ficou evidente nos resultados
obtidos e o provavel motivo disto é o alto nivel do
coeficiente de variacdo apresentado, j& que em todas as
avaliagbes realizadas o tratamento com S. cerevisiae
apresentou média maior que os demais tratamentos e das
testemunhas, porém ndo foi o suficiente para alterar a
média de maneira significativa. Para Kuhn (2007),
trabalhando com indugdo de resisténcia na cultura do
feijoeiro, observou que aplicacdes de B. cereus ndo
refletiram em alteragBes significativas na produtividade
deste. Assim como Miller (2011), que pesquisando
indugdo de resisténcia em feijoeiro por aplicagcdes de S.
boulardii, observou que aplicacfes desta levedura ndo
causaram alteragcdo nas variaveis nimero de vagens por
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planta, nimero de grdos por vagem, massa de 100 grdos e
produtividade, para todas estas variaveis, os resultados ndo
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foram significativos estatisticamente.

TABELA 2. Frutos produzidos por planta de morangueiro (frutos planta™),
submetidas a diferentes agentes de controle bioldgico de Mycosphaerella
fragariae, em diferentes periodos de avaliacdo. Marechal Céandido Rondon,

2012-2013.

Avaliacdes - Frutos por planta (frutos planta™)
Tratamentos 123 DAT? 184 DAT 263 DAT
Testemunha 4,87 a2 10,67 a 16,87 a
Controle 3 4,73 a 10,33 a 14,93 a
S. cerevisiae 5,40 a 11,80 a 17,60 a
S. boulardii 5,13 a 11,13 a 17,33 a
B. cereus 5,20 a 10,80 a 17,40 a
CV (%) 17,30 16,67 12,46
Média geral 5,067 10,947 16,827

Nota: :DAT: Dias Apés o Transplante; 2Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade; 380 mg L™ i.a. Azoxistrobina + 32 mg L? i.a.
Ciproconazole. Observagdo: inicio da aplicacéo dos tratamentos: 64 DAT.

TABELA 3. Massa de frutos (g), produzidos por plantas de morangueiro, submetidas a
diferentes agentes de controle biolégico de Mycosphaerella fragariae, em diferentes
periodos de avaliacdo. Marechal Candido Rondon, 2012-2013.

Avaliacdes - Massa de frutos (g)

Tratamentos 123 DAT? 184 DAT 263 DAT
Testemunha 8,520 a2 8,040 ab 5,630 a
T. Controle 3 9,098 a 9,187 a 6,682 a
S. cerevisiae 8,413 a 8,828 ab 7,262 a
S. boulardii 8,328 a 7,479 ab 6,466 a
B. cereus 8,923 a 5,714 b 6,158 a
CV (%) 17,39 22,23 19,07

Meédia geral 8,657 7,850 6,440

Nota: IDAT: Dias Ap6s o Transplante; 2Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade; 380 mg L™ i.a. Azoxistrobina + 32 mg L™ i.a. Ciproconazole.
Observagdo: inicio da aplicacdo dos tratamentos: 64 DAT.

TABELA 4. Produtividade (g.planta™), de plantas de morangueiro, submetidas
a diferentes agentes de controle biolégico de Mycosphaerella fragariae, em
diferentes periodos de avaliagdo. Marechal Candido Rondon, 2012-2013.

Avaliacées - Produtividade (g planta™)

Tratamentos 123 DAT! 184 DAT 263 DAT
Testemunha 43,185 a? 88,770 a 123,526 a
T. Controle 3 42,497 a 94,052 a 123,200 a
S. cerevisiae 46,543 a 103,400 a 144,596 a
S. boulardii 42,780 a 87,174 a 126,624 a
B. cereus 45,489 a 77,686 a 119,394 a
CV (%) 24,28 24,23 17,39
Meédia geral 44,099 90,216 127,468

Nota: IDAT: Dias Ap6s o Transplante; 2Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade; 380 mg L™ i.a. Azoxistrobina + 32 mg L™ i.a.
Ciproconazole. Observagdo: inicio da aplicacdo dos tratamentos: 64 DAT.

Os dados obtidos com a conducdo deste
experimento mostram que apesar dos tratamentos com
aplicacbes de S. cerevisiae e B. cereus terem efeito de
controlar M. fragariae, assim como o tratamento controle,
estes ndo elevaram a produtividade das plantas tratadas.

Desta maneira pode-se analisar que os niveis de
lesdo foliar causados por M. fragariae ndo foram
suficientes para causar perdas na produtividade da cultura,

evidenciando assim que, a cultura tolera niveis de até
13,5% sem que isto afete a produtividade. Sendo assim, a
aplicacdo de controle neste nivel de infeccdo e para as
condi¢Bes avaliadas é desnecessario, porque implica em
custos, tanto para a aquisicdo de agente de controle, como
para a aplicacdo deste, que demanda tempo e méo-de-obra.
Caso o produtor opte pelo controle quimico ha riscos de
contaminacgdo do aplicador, do solo, da agua e dos frutos
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que serdo posteriormente consumidos. Além disto,
aplicagbes de fungicida quimico sintéticos podem causar
desequilibrio no ambiente de producdo, eliminando os
microrganismos de ocorréncia natural no sistema de
producéo e que sdo inimigos do patdgeno, causando assim
uma dependéncia futura no uso de produtos quimicos para
o controle de doencas.

CONCLUSOES

Morangueiros que receberam aplicacBes de
Saccharomyces cerevisiae e Bacillus cereus obtiveram
controle no desenvolvimento de Mycosphaerella fragariae
semelhante estatisticamente aos morangueiros que
receberam o Tratamento com fungicida.

Os diferentes tratamentos aplicados sobre as
plantas de morangueiro ndo causaram alteracdes nos
mecanismos de defesa analisados.

Os tratamentos Saccharomyces cerevisiae,
Bacillus cereus e Controle, apesar de reduzirem a
severidade de M. fragariae, ndo elevaram a produtividade
das plantas.
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